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論 文 内 容 の 要 旨 
 
【目的】半月損傷の予後に関して、血行野での損傷治癒は良好であるとの報告が多いが、その血行の
関与を経時的に評価した報告はない。今回、半月治癒過程における末梢血由来細胞（Peripheral blood 
cells：PBCs）の経時的関与を検討した。 
【対象】4週齢メスの野生型（WT）Lewisラットと GFP transgenic Lewisラットを用いてパラバイオ
ーシス（側腹結合）モデルを作製し、以下の方法にて検討した。 
【方法】まず、末梢血白血球中の GFP陽性率をフローサイトメトリーにて計測し、互いの血流が均一
化した 4週後に膝内側半月前節を切除した。切除後 1、2、4、8、12週で犠牲死させ、自然修復した
半月組織を採取した。修復組織の凍結切片を作製し、修復半月での PBCsの存在を確認するため、定
性評価として各時点での WT側半月での PBCsを標識した、抗 GFP抗体免疫染色を行った。また定量評
価として、倒立型共焦点レーザー顕微鏡を用いて WT側半月上に蛍光発色した GFP陽性細胞数を各時
点で（各 7半月）計測した。具体的には 63倍対物レンズでの拡大像にて WT側半月上に蛍光発色した
GFP陽性細胞と核染色した DAPI陽性細胞が共陽性となった細胞数を総細胞数で除し、2倍にした値が
血流の関与率と規定した。統計は Kruskal–Wallis testにて行い、有意水準 5%以下を有意差ありと
した。また修復半月の質的評価としてトルイジンブルー染色、抗 2型コラーゲン抗体を用いた免疫染
色を行った。 
【結果】WT半月上での抗 GFP抗体を用いた免疫染色では 1週で最も発現が多く、経時的に減少した。
レーザー顕微鏡での半月上の PBCs関与率は 1週 20.5.±2.3%、2週 8.3±0.9%、4週 4.4±0.9%、8
週 2.1±0.9%、12週 0.5±0.4%と経時的に減少しており、8週以降で 1週時点と有意差を認めた。ま
た、トルイジンブルー染色で修復半月は metachromasiaを部分的に認めるも、修復半月上の PBCsと
共陽性となった 2型コラーゲン陽性率は 17.3±3.5%と正常半月での 77.9±6.7%より有意に少なかっ
た。 
【結論】半月修復初期には PBCsの関与が示され、一部は半月細胞に置換されることが示された。 
 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
半月損傷の予後に関して、血行野での損傷治癒は良好であるとの報告が多いが、その血行の関与
を経時的に評価した報告はない。今回、半月治癒過程における末梢血由来細胞（Peripheral blood 
cells：PBCs）の経時的関与を検討した。 
4週齢メスの野生型（WT）Lewisラットと GFP transgenic Lewisラットをパラバイオーシス（側
腹結合）させ、WT側半月損傷部に集積する GFPで PBCsを識別できるモデルを作製した。双方のラッ
トの末梢血を採取し、白血球中の GFP陽性率をフローサイトメトリーにて計測したところ、互いの血
流がモデル作製後 4週で均一になったことが確認できたため、モデル作製後 4週で WTラットの膝内
側半月前節を切除した。切除後 1、2、4、8、12週で犠牲死させ、切除部に自然修復した組織を採取
し、凍結切片を作製、各時点での WT側半月に抗 GFP抗体免疫染色を行い、WT 側修復半月での PBCs
の存在を確認した。また PBCsの存在を定量評価するため、倒立型共焦点レーザー顕微鏡を用いて WT
側半月上に蛍光発色した GFP陽性細胞数を各時点で計測した。具体的には 63 倍対物レンズでの拡大
像にて WT側半月上に蛍光発色した GFP陽性細胞と核染色した DAPI陽性細胞が共陽性となった細胞数
を総細胞数で除した。パラバイオーシスにより、GFP由来の末梢血は WTラット中の全末梢血の 50%
であることから、GFP陽性率の2倍にした値を血流の実質的関与率と規定した。統計はKruskal–Wallis 
testにて行い、有意水準 5%以下を有意差ありとした。また修復半月の質的評価としてトルイジンブ
ルー染色、抗 2型コラーゲン抗体を用いた免疫染色を行った。 
WT半月上での抗 GFP抗体を用いた免疫染色では 1週で最も発現が多く、経時的にその減少がみら
れた。レーザー顕微鏡での半月上の PBCs関与率は 1週 20.5.±2.3%、2週 8.3±0.9%、4週 4.4±0.9%、
8週 2.1±0.9%、12週 0.5±0.4%と漸減し、8週以降で 1週時点と有意差を認めた。また、トルイジ
ンブルー染色において、修復半月は異染性を部分的に認めるに留まったが、一部に fibrochondrocyte
を認め、前述の GFP 免疫染色での陽性細胞の中にも fibrochondrocyte を認めた。さらに抗 2 型コラ
ーゲン抗体免疫染色において、WT 半月上の GFP 陽性細胞が半月基質を示す 2 型コラーゲン陽性と
なったことから、PBC が半月細胞そのものに置換されたことを示唆した。しかし、12 週時点での 2
型コラーゲン陽性率は 17.3±3.5%であり、正常半月での 77.9±6.7%より有意に少なく、自然修復半月
は質的には正常レベルまでには達していなかった。 
以上の研究結果は、半月治癒の初期過程に末梢血由来細胞が重要な役割を持つことを示した。本研究
は、今後の半月治癒促進の新たな治療戦略の一つとしての知見を示すこととなった、重要な基礎研究
である。よって本研究は博士（医学）の学位を授与されるに値するものと判定された。 
